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論文概要 (Abstract) 
 
 有機性排水、あるいは廃棄物からのバイオガスへの変換については、長年、様々な取組が
なされている。温暖化ガスの排出抑制を背景とした関心の高まり、また、さらなる省エネルギ
ーへの取り組みのためにも、廃水、あるいは、廃棄物からのエネルギー回収への関心はまず
ばかりである。 
ガス化変換の最終段階は、嫌気性微生物であるメタン生成細菌と呼ばれる微生物群が担
うが、同じ嫌気性微生物である硫酸還元菌との間で、基質競合が生じる場合がある。硫酸還
元菌の影響が軽度の場合は、ガス収率の低下等で済むが、硫酸還元菌が硫酸呼吸で生じ
る硫化物等の影響等が重なると、より重度のガス変換支障に陥ることもある。このような基質競
合に起因する収率低下を防止するため、メタン生成細菌に影響の少ない硫酸還元菌生育阻
害剤のスクリーニングについて研究した。 
 実験は高温(55℃)メタン生成細菌として、Methanosarcina sp. (DSM2906)、同様に高温性
の硫酸還元菌として、Desulfotomaculum nigrificans (DSM574)を用いて、試験管スケールに
て薬剤のスクリーニングを行った。スクリーニングの結果、硫酸還元菌の方により感受性の高
い薬剤数種をスクリーニングすることができた。この中で、特に有効性が高いと判断された 
Gentamicin を実際のメタン発酵槽に投入して効果の検証を行った。固定床連続発酵装置に、
1日間のみ Gentamicin 50mg/Lを含む培養液を供給し、その後の発酵の推移を検証したとこ
ろ、発生ガスには若干の減少が見られたが、供給後、3 週間以上にわたり、流出液中の硫酸
イオン濃度は高く保持され、硫酸還元菌の生育抑制を確認できた。 
また、紙・パルプ排水中には、パルプ製造時に蒸解釜に大量の硫化物を投入してパルプ
の抽出を行うため、硫化物とリグニンのメトキシ基との反応で、硫化メチル等が大量に生じる。
これらの物質のバイオガス変換時の挙動は、排水処理を検討する場合にコストに直接影響す
る有機物処理負荷に深く影響する。また、硫化メチルは自然界にも幅広く存在し、グローバ
i 
ルな気候変動にも影響を与える可能性がある物質として位置づけられており、その分解等の
挙動解明には高い関心が持たれている。 
 メチルメルカプタンや硫化メチルなど、低分子量の有機硫黄化合物の嫌気的な生分解に
ついては、それまで情報が全くなかったので、日本国内でメチルメルカプタンや硫化メチルを
多く含む紙・パルプ排水のメタン発酵実験を行っていた生物相から、これら物質の分解に関
わる微生物の単離・同定を試みた。単離された菌を同定した結果、硫酸を電子受容体として
利用できることを共通とするが、性質は異なる 3種の新株を得た（MTS5株、TDS2株、SDN4
株）。これら3株は、いずれも55～60℃付近に生育至適温度を持つ Desulfotomaculum 属に
属する菌株と考えられた。このうち SDN4 株のみは、硝酸も電子受容体として使用できた。利
用できる電子供与体の特徴としては、MTS5 株においては、メチルメルカプタンは利用できる
ものの、硫化メチル、メタノールの利用ができず、TDS2 株では、硫化メチル、メタノールの利
用はできるものの、メチルメルカプタンは利用できなかった。SDN4 株においては、メチルメル
カプタン、硫化メチル、メタノールのいずれも利用できる菌株であった。酢酸、酪酸などの一
般的な硫酸還元菌の電子供与体に際だった特徴は見られなかったが、MTS5 株、TDS2 株
においては、グルコース、フラクトースの糖資化能を有していた。 
メタン生成細菌に影響が少なく、硫酸還元菌の生育を阻害できる物質として、数種の物質
をスクリーニングできたが、そのほとんどは抗生物質とされる物質だった。その抗生物質の作
用機作を比較したところ、メタン生成細菌が属する古細菌と、硫酸還元菌が属する真正細菌
における細胞壁の構成、細胞膜組成、リボゾームのサブユニット構成の違いにより、両者の生
育阻害に差が生ずるものと考えられた。 
有機硫黄化合物を嫌気的に分解する 3 株は、硫酸還元菌による有機硫黄化合物の分解
を初めて直接的に証明しただけでなく、メチル化硫黄化合物の前駆体である、3,4,5,トリメトキ
シ安息香酸を電子供与体として利用できるなど、興味深い性質も示した。また、紙パルプ廃
水を嫌気的処理する際に、これら物質の嫌気的環境における挙動に知見を与えるだけでな
ii 
く、地球規模での硫黄化合物循環の鍵を握っている硫化メチルの微生物的な分解と挙動に
ついても示唆を与えるものであると思われた。 
iii 
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第１章 緒論 
 
嫌気的微生物が、現在最も広く利用されているのは、濃厚な有機物を含む廃水処理の分
野と考えられる 1,2,)。最近では、持続可能なエネルギー源への積極的な移行の観点から、バ
イオエネルギーによるエネルギー回収を進めるため、従来の畜産廃棄物等への応用だけで
なく、オフィス等における紙資源への適用も進んでいる。 
視点を自然界に移すと、嫌気性微生物が形成する生態系は、干潟、河川、湖沼だけでな
く、海綿などの共生微生物の中にも存在し、自然界における物質循環の一役を担っている。 
このように嫌気的な微生物生態系は水環境中に普遍的に存在し、底質のみならず、水圏
固体表面に形成されるバイオフィルムでは、表面からわずか1 mm程度で嫌気的微生物層に
到達する。電子供与体である有機物の酸化に必要な電子受容体は、酸素、硝酸塩、鉄／マ
ンガン還元、硫酸還元、炭酸ガス還元（いわゆる発酵）の順に利用が進む。したがって、嫌気
的微生物層は、表層からのこうした電子受容体の供給と、微生物間の電子供与体の争奪、そ
の結果生ずる酸化還元電位のバランスにより形成されているのである。 
嫌気的微生物には、酸素があっても生育できる通性嫌気微生物なども含まれるが、産業利
用の主役であるメタン発酵を形成するのは、酸素存在下では死滅する偏性嫌気性微生物群
であり、これを構成する微生物群としては、様々な有機物をメタン生成細菌が利用可能な低
分子成分にまで分解する過程を受け持つ酸生成細菌群、低分子成分をメタンに変換するメ
タン生成細菌群、他には硫酸還元菌などの微生物群が含まれると考えられている（図１－
１）。 
現在の嫌気性代謝の産業利用の主なものはメタンガス化を目的としたメタン発酵であり、ガ
スを効率よく回収するため、その炭素の変換については常に幅広い関心を集めていたと言え
るが、その反応に伴う炭素以外の物質循環については、これまであまり関心が持たれてきた
とは言いがたい状況である。 
1 
しかしながら、嫌気的に硫酸還元菌により生成される硫化物は、低濃度ではそれほど問題
にならないにしても、場合によっては硫酸還元反応が優勢になる場合もあるなど、メタン発酵
へ多大な影響を与えることが知られている 3,4)。 
メチルメルカプタン、硫化メチル、及び二硫化ジメチルに代表される揮発性の含硫化合物
は、食品、ビールなど我々の生活の中にも普遍的に存在する。中でも自然界からの最も大き
な排出は、海洋性プランクトン、藻類により排出される、硫化メチルである。この硫化メチルは、
我々が海岸等において「潮の香り」としてなじみ深いものだが、大気中に拡散後は酸化され、
雲核形成などを通して雲粒、雨粒形成に関与していることが明らかになってからは、その自
然界での循環がいっそう重要視されている 5,6)。一方、産業分野においても、これらの物質は
臭気物質として規制されているため、その取り扱い、管理は非常に重要と位置づけられてい
る。特に、紙パルプ業では、その取り扱いにかなりの注意が払われているのが現状である。ま
た、これまでの研究成果でも述べたように、これらの物質はメタン発酵などを阻害し、排水から
のエネルギー回収を妨げる要因として問題である。 
紙・パルプ廃水の一つであるエバポレーターコンデンセート廃水をメタン発酵する場合の
大きな問題の一つが、含硫有機化合物の問題である。エバポレーターコンデンセート廃水は、
パルプ工程で生じた廃水を濃縮したものであるが、もともと木質に含まれるリグニンが、パル
プ製造時に添加される硫黄分と結合して大量の含硫有機化合物を生じる。この含硫有機化
合物の代表例がメチルメルカプタン、硫化メチル、二硫化ジメチルの 3 種である 7,8)。廃水処
理に伴い、上部に浮遊する油脂等は回収が容易であるが、テルペン油等、比重が水より重
い油分も存在し、そうした油にこの含硫有機化合物が溶け込み、メタン発酵において悪影響
を与える場合がある。このように、メタン発酵槽に悪影響を与える可能性がある含硫有機化合
物であるが、その嫌気的環境下での挙動については、ほとんどわかっていない。含硫有機化
合物の嫌気的環境での分解が明らかになれば、より安定した運転が可能になると考えられる。
また、硫化メチルは、自然界における硫黄サイクルにも重要な役割を担っていると考えられて
2 
おり、微生物による代謝が明らかになれば、こうした硫黄サイクルの理解の一助となると推測
される。 
そこでパルプ工場のエバポレーターコンデンセート廃水の嫌気性処理を進めるため、次章
以降に示す検討を行った。 
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図１－１ 嫌気発酵における有機物の分解過程 
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２．硫酸還元菌の生育阻害物質のスクリーニングとそのメタン発酵に与える影響 
 
 
２－１ 緒言 
メタン発酵による廃水処理は、エネルギー回収の観点から幅広い有機性廃水等を対象に検
討が行われている。メタンを生成するのは、メタン生成細菌と呼ばれる嫌気性微生物群である
が、同じく嫌気性の微生物には酸生成細菌、硫酸還元菌などの大きな微生物グループが存
在する。 
メタン発酵の対象として、クラフトパルプのエバポレーターコンデンセート廃水の処理を検討
してきたが、この場合でも硫酸還元の影響を受けることがあることがわかった。図２－１に連続メ
タン発酵装置における例を示す。この発酵槽は固定床で、メタノールを唯一の炭素源で運転
されていた。当初、pH を 6.5～7.0 で運転されていたときには、安定した処理が行われている。
Run 2以降で、pH値を徐々に上昇させたところ、硫酸塩の消費量が増加、ガスの発生量が低
下するとともに処理液中に未処理のメタノールが流出するようになり、明らかにメタン発酵へ硫
酸還元によると思われる影響が生じていることがわかる。この後、処理液中にメタノールが流出
しないレベルまで供給量を下げ(負荷の低減)、その後、供給量を再度増加させてみたところ、
再び流出液中へのメタノールの流出が見られるようになった。最終的に、発酵槽の運転 pH を
下げることにより、ようやく処理液中へのメタノール流出を止めることができた。これは、一度、
障害が起きると発酵槽の活性の回復は非常に難しいことを示唆している。長期間の活性低下
は、微生物層の変異、流出を招き、さらなる回復の困難を招くものと推察できる。 
さらに発酵槽が安定的に運転されているときの、運転 pH と硫酸還元の度合いをまとめたの
が、図２－２である。pHが 6.8以下では、硫酸還元量は 50％以下であるが、6.8を超えると急激
に増加し、pH=7.2 でほぼ 100％の硫酸塩が還元されるようになった。このように、硫酸還元菌
が主に利用しないメタノールが基質であっても、pH によっては硫酸還元によるメタン発酵への
悪影響が生じる可能性があり、それを回避する手段としては、pH をある程度低く維持すること
6 
 
が有効であることもわかった。 
クラフトパルプ製造時の廃水の濃縮物であるエバポレーターコンデンセートのメタン発酵を
検討する場合、この廃水はエバポレーターによる蒸留廃水であるので硫酸塩は基本的に含ま
ないが、アルカリ成分が多く、メタン発酵時には酸による中和が必要である。クラフトパルプ工
場では、水の再利用の観点から、処理のために塩素イオンを添加することを嫌うため、この廃
水の中和には、一般的な硫酸の使用が想定される。クラフトパルプのエバポレーターコンデン
セートは、メタノールが主成分であるため、メタン生成細菌と硫酸還元菌の基質競合は起きに
くいと考えられるが、上記にも述べたように、運転状況によっては、硫酸還元の影響からメタン
発酵への影響が懸念される。 
この硫酸還元菌とメタン生成細菌の競合を防ぐ手段として、上述した pHのコントロールは非
常に重要であるが、それでもメタン発酵が影響を受ける可能性は存在する。仮に、メタン発酵
が維持できなくなった場合には、汚泥の入れ替えなど深刻な事態を招きかねない。仮にこのよ
うな硫酸還元菌による阻害が生じているメタン発酵槽に、なんらかの薬剤等を投与することに
より、早期に活性の回復を図ることができれば非常に有効なツールとなる。そこで、pH コントロ
ール以外の手法でメタン発酵における硫酸還元菌の影響を回避するための手段を得るため、
メタン生成細菌への影響が少なく、硫酸還元菌の生育を阻害できる物質の探査を検討した。 
 
２－２ 実験方法 
２－２－１ 実験に使用した菌株と培地 
本実験では、高温菌に属する３株を使用した。メタン生成細菌として、Methanosarcina sp. 
(DSM2906)、硫酸還元菌として、Desulfotomaclum nigrificans (DSM574)、及び、Desulfovibrio 
thermophilus (DSM1276) であ る 。 Methanosarcina sp. と Desulfotomaclum nigrificans 
(DSM574)の生育至適温度は 55℃、Desulfovibrio thermophilus  の生育至適温度は 65℃と
報告されている。 
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本章で使用した培地組成を表２－１から表２－５に示す。ヘッドスペースガスは、N2：H2：CO2＝
８：１：１の混合ガスで置換した。 
 
２－２－２ スクリーニングの実験手法 
実験は 20 ml容のゴム・アルミシール式試験管を用いて行った。この試験管に 8.5 ml（混合
培養時には 13.5 ml）の培地を分注、上部ガスを置換し、ゴム栓、アルミシールを施し、オートク
レーブした。実験の開始時におよそ 1,000ml当たり 8 gの乾燥菌体を含む菌体液を 0.5 mlず
つ注入した。最後に最終濃度の 10倍（混合培養時には 30倍）に濃縮した阻害物質液 1.0 ml
（混合培養時には 0.5 ml）をフィルター滅菌して注入した。培養は 55 ℃で行い、1週間後と 2
週間後に生育の確認を行った。 
 
２－２－３ メタン発酵槽 
阻害物質の効果確認時には、限外濾過膜を組み込むことにより生物汚泥の流出がない連
続メタン発酵槽を使用した。発酵槽の構成図を図２－３に示す。発酵槽の有効容積は 20 Lで、
固定床を形成するため多孔質の抗火石の充填を行っている。培地の供給速度は 1 日当たり
50 Lで、培養槽内は 1日当たり有効容積の 50倍量（1,000 l/d）の循環を行っている。培養槽
の運転温度は 53 ℃で行った。 
 
２－２－４ 分析方法 
全有機炭素(TOC)、及び無機炭素量(IC)の測定には、島津製作所製全有機炭層測定装置
を使用した。硫酸イオン濃度の測定は、横河電機製 IC-500S 型イオンクロマトグラフを使用し
た。メタノール、酢酸、プロピオン酸の測定には、高速液体クロマトグラフを使用した。高速液
体クロマトグラフの分析条件は、分離カラムに昭和電工製 Ionpak KC-810P、及び KC-811(8 
mm ID × 300 mm)を２本使用し、60 ℃のオーブンで使用した。溶離液として、3 mMの過塩
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素酸溶液を毎分 1mlで流し、その後示差屈折計で測定した。その後、溶離液を 15 mM リン酸
水素 2 ナトリウムと 0.2 mM ボロモチモールブルー溶液の混合液と混合し、可視吸光光度計
445 nmで有機酸の測定を行った。 
 
２－３ 実験結果 
２－３－１ 硫酸還元菌の生育阻害物質（一次スクリーニング） 
硫酸還元菌の生育を阻害し、メタン発酵には影響の少ない物質をスクリーニングするため、
一次スクリーニングとして 88 種の物質を検討した。内訳は、抗生物質 26 種、界面活性剤 25
種、色素 5種、その他の化学物質 32種である。 
一次スクリーニングの濃度は 10 mg/l で行い、Methanosarcina sp. と、Desulfotomaclum 
nigrificans の生育確認は、培養開始 1 週間後と 2 週間後に行った。生育確認は、
Methanosarcina sp. については培養液の濁度の増加で、Desulfotomaclum nigrificans につ
いては、硫酸還元の結果生成する硫化物と培地中の鉄分が結合して培養液が黒変すること
により行った。 
硫酸還元菌の生育が見られず、メタン生成細菌の生育に影響がないものを一次スクリーニ
ング通過物質とした。抗生物質からは、Bacitracin、Gentamicin、Josamycin、Kitasamycin、
Lincomycin、及び、Rifampicin の 6 種が有効と判断された。他に試験した抗生物質は、
Ampicillin 、 Benzylpenicillin 、 Carbenicillin 、 Cefakexin 、 Colistin 、 Cycloheximide 、
Dihydrostereptomycin、Erythromycin、Fradiomycin、Geneticin、Kanamycin、Kasugamycin、
Methicillin、Neomycin、Novobiocin、Oleandmycin、Penisillin、Polymyxin、Streptomycin、及
び、Vancomycinであった 
界面活性剤では、Dodecylbenzene sulfonic acid、Polyethylene glycol stearylamine の 2種
が 有 効 で 、 Aracel C 、 Benzyldimethylcethyammonium chloride 、
Benzyldimethylphenylammonium chloride 、 Cetylpyridinium bromide 、 Cetylpyridinium 
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chloride 、 Cetyltrimethylammonium bromide 、 Polyethylene glycol monocetyl ether 、
Polyethylene glycol monolaurate、Polyethylene glycol monolauryl ether、Polyethylene glycol 
mono-p-nonylphenyl ether、Polyethylene glycol monostearate、Span 20、Span 40、Span 60、
Span 80、Span 85、Triton X-100、Tween 20、Tween 40、Tween 60、Tween 80、及び、Tween 85 
の 23種については効果が認められなかった。 
色素では Crystal violet のみ有効で、Beet red、 Cochineal pigment、 Fuchsin、及び、 
Monascus pigment については有効性が認められなかった。 
その他の化学物質のグループでは、Trinitrophenol、及び、Verapamil-HCl の 2種が有効で、
Antipyrine 、 L-ascorbic acid 、 Camphor 、 Catechol 、 Chlorohydroquinone 、
2-Chloro-4-nitrophenol 、 dl-chlorpheniramine maleate 、 Chlorpromazine-HCl 、 o-cresol 、
m-Cresol 、 p-Cresol 、 Dibucaine-HCl 、 m-Dinitrobenzen 、 Diphenhydramine-HCl 、 EDTA 、
l-Epinephrine、meso-Erythritol、Griseofulvin、Guaiacol、Guanidine thiocyanate、Hibitane、
(+)-Longifolene 、 Nitrobenzene 、 Orcinol 、 Picric acid 、 Pyrogallol 、 Pyromellitic acid 、
Sulfanilamide、dl-α-Tocophenol nicotinate、及び、p-Toluene-sulfonate は効果が認められなか
った。 
 
２－３－２ 二次スクリーニング 
引き続いて、一次スクリーニングを通過した物質を対象に、最小阻害濃度を求めるための二
次スクリーニングを行った。実験の目的である最小阻害濃度を得るため、一次スクリーニング
時の 10 mg/lだけでなく、5、10、25、50、100 mg/lの各濃度水準で実験を行った。一次スクリー
ニングの結果と、２次スクリーニングの結果には若干の違いも生じたが、その違いが生じる主な
原因は、接種に用いた微生物の活性が同一にはならないことに起因すると考えている。実験
の写真を図２－４に、結果を表２－６に示す。Polyethylene glycol stearylamine と、Crystal 
violet に関しては、メタン生成細菌と硫酸還元菌の阻害濃度に差がなく、今回の目的には適
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さないと判断された。 
 
２－３－３ 混合培養による阻害物質の評価 
二次スクリーニングで効果が確認された物質から選んだ２種の薬剤（Gentamicin、
Dodecylbenzene sulfonic acid）を対象に、試験管レベルの混合培養で本来の目的である硫
酸還元菌の生育抑制効果とメタン発酵への影響の確認を行った。 
Methanosarcina sp. (DSM2906)と Desulfotomaclum nigrificans (DSM574)の混合培養は、
Gentamicin (10 mg/l)、Dodecylbenzene sulfonic acid (25 mg/l)、及び、比較するために薬剤を
添加しない系で行った。 
効果の確認はメタン生成菌から発生するガス量で判断した。培養の時間経過とガス発生
量を図２－５に示す。薬剤を添加しなかった系では、硫酸還元菌による阻害が発生していると
思われ、ほとんどガスの発生が見られなかった。Gentamicin 添加系では、最も早くガスの
発生が立ち上がり、メタン生成細菌に影響が少なく、硫酸還元菌の生育阻害すると思われた。
Dodecylbenzene sulfonic acid では、立ち上がりは遅れたものの、最終的には最も大きなガス
発生量が見られ、一定の効果があることが確認された。 
薬剤を添加しなかった系では、乳酸と硫酸塩の消費が見られたが、薬剤添加系では見ら
れなかった。 
 
２－３－４ 薬剤のメタン発酵への影響 
混合培養で効果が認められた２種の薬剤について、メタン発酵槽に添加して効果の確認を
行った。 
まずは Dodecylbenzene sulfonic acid について検討した。薬剤の発酵槽への注入方法は、
培地に一定濃度 (25 mg/l) 添加することで行った。この結果を表２－７に示す。この結果、
Dodecylbenzene sulfonic acid 添加による硫酸の消費量などに低下が見られず、実際の嫌気
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性微生物群においては、Dodecylbenzene sulfonic acidは効果がないと考えられた。 
次に Gentamicinの検討を行った。Gentamicinは、培地中に 50 mg/lの濃度で添加し、その
培地を 24時間供給し、トータル 53 L、発酵槽に添加した。その後の、発酵槽の運転状況を検
討した。その結果を図２－６に示す。Gentamicin の供給後、処理液中の硫酸イオン濃度の上
昇が見られ、硫酸塩の消費抑制が起こっていることが確認された。ガスの発生量は
Gentamicin添加直後は低下傾向であったが、実験終盤では、添加前と遜色ないレベルにまで
復帰し、メタン発酵には影響が少ないと考えられた。Gentamicin 添加により、流出液中の TOC、
IC、及びプロピオン酸が増加し、酢酸は減少した。これは硫酸還元菌に系統的に近縁な酸生
成菌にも影響が及んでいると考えられた。 
 
 
２－４ 結果と考察 
メタン発酵に影響が少なく、硫酸還元菌の生育を阻害する物質の探査を進め、混合系であ
る発酵槽においても、その効果の確認をすることができた。最終的に効果が確認できたのは
抗生物質であったので、その効果の検証を行ってみることにする。メタン生成細菌は、硫酸還
元菌を含む他の微生物群には見られないCoMを保持したり、F-420と呼ばれる電子伝達物質
を所持していることで他の微生物群とは大きく異なっている。また、細胞壁にペプチドグリカン
を含まないこと、リボソームのサブユニット構成似違いがあることも知られている 9,10)。今回の検
討結果は、これらの微生物群の違いに密接に関連していると考えられる。そこで、メタン生成
細菌が属する古細菌と、硫酸還元菌が属する真正生物の違いについて、表２－８にまとめた。
表からわかるように、古細菌と真正細菌の最大の違いは細胞壁の構成要素である。古細菌で
は、タンパク質でできているのに対し、真正細菌ではより強固なペプチドグリカンで構成されて
いる。他にも、細胞膜が古細菌ではエーテル型、真正細菌ではエステル型。リボソームの構成
サイズは同一だが、構成タンパク質の数にも大きな違いがある。 
次に効果が見られた抗生物質に関して、その作用機作について表２－９にまとめた。
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Rifampicinを除いて、いずれも表２－８でまとめた違いによっており、効果が見られた抗生物質
は、古細菌と真正細菌の差異に大きく依存していると考えられた。 
今回の検討では、メタン発酵に望ましくない影響を与えない硫酸還元菌の生育阻害物質の
探査を行い、これまで報告例のない物質をスクリーニングできたと考えている。今回の実験系
では、主たる炭素源としてメタノールを選択したため、酸生成菌への影響は検討していない。
今回、硫酸還元菌の代表として胞子形成能のある Desulfotomaclum nigrificans を選択したが、
Desulfotomaclum 属は、同じく胞子形成の嫌気性微生物であり、酸生成菌の大きなグループ
の一つである Clostridium 属と極めて近い位置にあるとされている。現実のメタン発酵では、酸
生成菌への影響も考慮する必要があると考える。 
また硫酸還元菌には、Desulfotomaclum 属の他に、大きなグループとして胞子形成能のな
い Desulfovibrio 属が存在する。硫酸還元菌への影響を考える上では、Desulfovibrio 属での
検討が欠かせない。そこで、今回のスクリーニングの結果、効果が認められた代表的な薬剤に
対して、両者の感受性の比較を行った。結果を表２－１０に示す。この結果、両者に薬剤の感
受性の差はわずかであり、特に Gentamicin については、両者に対して非常に有効な阻害剤
であることがわかった。 
また、メタン発酵槽の汚泥を使用して、試験管レベルでの薬剤の相乗効果について検討し
た。結果を表２－１１に示す。メタン生成細菌の活性を示すガス発生量、また、硫酸還元菌の
活性を示す硫酸塩、乳酸塩の消費量を勘案すると、Gentamicin のみが今回のスクリーニング
目的に合致する有効な阻害剤であると結論された。この結果は、Dodecylbenzene sulfonic 
acid が有効と考えられた分離菌株による混合培養の結果とは、違うものとなった。 
発酵槽における阻害剤の確認実験は、いろいろな示唆を与えた。特に、Gentamicin 添加に
よる有機酸の変化は大変興味深いものであった。Gentamicin 添加後、それまで残留していた
酢酸は急激に消滅し、その代わりにプロピオン酸の蓄積が確認できた。プロピオン酸は、硫酸
還元菌、あるいは、酸生成菌により酢酸に分解されていたと考えることができる。 
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今回、メタン発酵のための炭素源としては、メタノールを使用している。メタノールを資化する
メタン生成細菌の代表として、Methanosarcina 属があげられる。Methanosarcina 属は、一般的
に酢酸を資化するとされており、今回の発酵槽で見られたような酢酸の蓄積について、明確に
結論づけることはできないが、この汚泥から単離した Methanosarcina 属の菌株が酢酸資化性
を保持していなかったことから、この汚泥での酢酸分解活性は低いものであったのかもしれな
い。 
プロピオン酸の蓄積については、その要因として、1)メタノールからの合成、2)自己消化物、
あるいは、分解物のいずれかが考えられるが、もし、プロピオン酸の生育要因が主として自己
消化物、あるいは、分解物であった場合には、酢酸も同時に検出されて然るべきであると考え
る。これも明確に結論づけることはできないまでも、プロピオン酸がメタノールから合成されてい
る可能性があると思われる。 
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図２－１ メタノールを唯一の炭素源とした固定床連続メタン発酵装置 
における環境変化の影響 
(運転条件) Run 1： pHを 6.5～7.0で運転 
  Run 2： pHを 7.0～7.5で運転 
  Run 3： 供給量を低下 
  Run 4： 供給量を増加 
  Run 5： pHを低下 
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  図２－２ 発酵槽運転 pH と硫酸還元割合の関係 
  These data was obtained by continuous operation with the effluent 
recycle ratio of effluent to feed medium: 〇 0/1、●1/1、▽5/1、▼10/1 and 
□20/1. 
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表２－１ Methanosarcina sp. 用 (pH=7.2) 培地組成 
 添加量 (g/liter) 
K2HPO4 0.3 
KH2PO4 0.2 
NH4Cl 0.5 
MgSO4･7H2O 0.5 
CaCl2･2H2O 0.3 
NaCl 2.0 
NaHCO3 1.0 
FeSO4･6H2O 0.002 
Na2S･9H2O 0.3 
L-cystein monohydochloride, monohydrate 0.4 
Resazurin 0.001 
Yeast extract 2.0 
Peptone 2.0 
Methanol 10 
Vitamin solution (DSM medium 141) 10※ 
  ※：単位は ml 
 
 
表２－２ Sulfate reducer 用 (pH=7.2) 培地組成 
 添加量 (g/liter) 
KH2PO4 0.5 
Fe(NH4)2(SO4)2･6H2O 0.1 
MgSO4･7H2O 1.5 
Na2SO4 1.5 
Yeast extract 5.0 
Peptone 5.0 
Sodium DL-lactate (60%) 5.0 
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表２－３ Methanosarcina sp. と Sulfate reducer の混合培養用 (pH=7.0) 培地組成 
 添加量 (g/liter) 
K2HPO4 0.3 
KH2PO4 0.2 
NH4Cl 0.5 
MgSO4･7H2O 0.5 
NaCl 2.0 
NaHCO3 1.0 
Na2SO4 2.5 
Sodium DL-lactate (60%) 3.0 
Na2S･9H2O 0.3 
L-cystein monohydochloride, monohydrate 0.4 
Resazurin 0.001 
Yeast extract 2.0 
Peptone 2.0 
Methanol 10 
Vitamin solution (DSM medium 141) 10 ml 
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表２－４ 20 Lの培養槽実験用培地組成 
 添加量 (g/liter･水道水) 
K2HPO4 0.2 
KH2PO4 0.27 
(NH4)2SO4 0.7 
MgSO4･7H2O 0.1 
Na2SO4 6.6 
Residue of alcohol distillate 0.1 
Methanol 10 
Mineral solution（表２－５参照） 1（※） 
 ※：単位は ml 
 
 
表２－５ 20L培養槽実験用 mineral solution 組成 
 g/liter 
FeCl2･6H2O 9.5 
MnCl2･4H2O 0.7 
CoCl2･6H2O 0.17 
CaCl2･2H2O 0.7 
ZnCl2 0.7 
CuCl2･2H2O 0.18 
H3BO3 0.07 
NaMoO4･2H2O 0.17 
NiCl2･6H2O 0.84 
Na2SeO3･5H2O 0.18 
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図２－３ 実験に使用した発酵槽のフローダイアグラム 
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図２－４  二次スクリーニング時の実験写真（2週間経過後） 
   阻害剤：Lincomycin （左より 100, 50, 25, 10, 5 mg/l） 
   A: Methanosarcina sp. (DSM 2906) 
   B: Desulfotomaculum nigrificans (DSM 574) 
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表２－６ メタン生成細菌と硫酸還元菌の最小阻害濃度 
Substances 
Inhibitory concentration (mg/liter) 
Desulfotomaculum 
nigrificans 
(DSM574) 
Methanosarcina sp.  
(DSM 2906) 
Bacitracin >10 >100 
Gentamicin <5 >100 
Josamycin  
(100 mg/l, not tested) 
<5 >50 
Kitasamycin 
(50,100 mg/liter, not tested) 
<5 >25 
Lincomycin >10 >100 
Rifampicin 
(100 mg/liter, not tested) 
<5 >50 
Dodecylbenzene sulfonic acid >10 >25 
Polyethylene glycol stearylamine >10 >10 
Crystal violet >10 >10 
Trinitrophenol >5 >10 
Verapamil-HCl >10 >100 
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図２－５  混合培養における阻害物質添加のガス発生に与える影響 
  ▲：阻害物質なし 
  ■：Gentamicin (10 mg/liter) 
  ●：Dodecylbenzene sulfonic acid (20 mg/liter) 
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表２－７ メタン発酵槽における Dodecylbenzene sulfonic acid添加の影響 
 Dodecylbenzene sulfonic acid 
concentration (mg/liter) 
0 25 
COMPONEMTS IN EFFLUENT   
Sulfate (mg/l) 4,310 4,180 
Methanol (mg/l) 0 0 
Acetate (mg/l) 12 33 
Propionate (mg/l) 0 0 
Total organic carbon (mg/l) 40 54 
Inorganic carbon 164 188 
OPERATION CONDITIONS   
Feed rate (l/d) 25.1 28.2 
Gas production (l/d) 174 196 
Methane gas content (%) 71 71 
Gasification (%) 99 99 
TOC removal rate (%) 99 99 
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表２－８ 古細菌と真正細菌の違い 
 Archea Eubacteria 
Cell wall Protein Peptidoglycan 
Cell membrane Lipid (ether) Lipid (ester) 
Ribosome 50s 30s 50s 30s 
     50s subunit 40 proteins 34 proteins 
     30s subunit 28 proteins 21 proteins 
 
 
 
 
表２－９ 効果が確認された抗生物質の作用機作 
Antibiotics Mechanisms of action 
Gentamicin Protein synthesis inhibitor by binding Ribosome 30s subunit 
Bacitracin Peptidoglycan synthesis inhibitor 
Rifampicin RNA polymerase inhibitor 
Josamycin Protein synthesis inhibitor by binding Ribosome 50s subunit 
Lincomycin 
Macrolide antibiotics 
(Protein synthesis inhibitor by binding Ribosome 50s subunit) 
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図２－６ メタン発酵における Gentamicin添加の影響 
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表２－１０ 硫酸還元菌の違いによる阻害物質への感受性の比較 
Substance & Concentration (mg/liter) 
Desulfotomaculum 
nigrificans 
(DSM 574) at 55 ℃ 
Desulfovibrio 
thermophilus  
(DSM 1276) at 65 ℃ 
Gentamicin 
5 － － 
10 － － 
25 － － 
Dodecylbenzene sulfonic 
acid 
5 ＋ ＋ 
10 ｗ  
25 － － 
Verapamil-HCl 
5 ＋ ＋ 
10 ＋ ＋ 
25 －  
＋：growth ｗ：weak growth  －：no growth 
 
 
 
表２－１１ 代表的なスクリーニング薬剤の相乗効果 
Inhibitory substances and concentration 
(mg/liter) 
Gas 
production 
(ml) 
Consumption amount 
(mg/liter) 
Gentamicin 
Dodecylbenzene 
sulfonic acid 
Verapamil-HCl Sulfate Lactate 
0 0 0 20 820 55 
0 0 50 25 770 49 
0 10 0 20 750 52 
0 10 50 9 690 53 
25 0 0 30 0 0 
25 0 50 24 0 0 
25 10 0 18 0 0 
25 10 50 8 0 0 
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３．含硫黄有機化合物を資化する新規な嫌気性細菌の単離 
 
 
３－１ 緒言 
メチルメルカプタン、硫化メチル、二硫化ジメチルなどの含硫有機化合物の微生物による代
謝については、明らかになっていない部分が多い。好気的な代謝では、いくつかの微生物が
単離され、その代謝経路についての知見も得られているが 11,12,13)、嫌気性微生物による代謝
については、報告例はそれほどない 14,15,16)。これらの微生物分解に関する研究においては、
その分解に関与する微生物、代謝経路など、未解明な点が多く、実際の嫌気性の生態系に
おける分解経路を論ずる際の大きな障壁となっている。 
紙・パルプ廃水のエバポレーターコンデンセート廃水に含まれるメチルメルカプタン、硫化メ
チル、二硫化ジメチルのうち、二硫化ジメチルを添加した際のメタン発酵と、二硫化ジメチルの
分解物であるメチルメルカプタンの消長を測定したものを図３－１に示す。二硫化ジメチルは、
嫌気的環境下で、比較的容易にメチルメルカプタンに変換され、図に示すように二硫化ジメチ
ルの添加量が増えると、二硫化ジメチル直接、あるいは、分解されたメチルメルカプタンによる
と思われるガス変換阻害が生じていることがわかる。 
本章では、こうした諸課題の解決の一助とするため、嫌気性生態系における含硫有機化合
物の分解菌の探査、及び単離を行ったものである。 
 
３－２ 分離源、及び集積培養 
分離源として２つの汚泥を使用した。いずれも高温性のメタン発酵を行っていた発酵槽の汚
泥であり、１つは研究室レベル（有効容積 20 L）の発酵槽汚泥である。この発酵槽は、主にメ
タノールを気質とした、組成の基地の培地で長時間運転されていたものである。もう１つは実
証実験規模（有効容積 5 m3）の発酵槽汚泥である。この発酵槽では、主に、パルプ工場のクラ
フトパルプ工程から出る廃水をエバポレータにより濃縮した濃縮液の処理を行っていた。この
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濃縮廃水は、メタノールが主体の廃水であるが、含硫有機化合物を多量に含み（メチルメルカ
プタン：800 mg/l、硫化メチル：5,500 mg/l、二硫化ジメチル：1,200 mg/l）、加えてメタン発酵の
阻害物質である、テルペン類も多量（1,700 mg/l）に含むため、メタン発酵槽において発生した
ガスを用いてガスストリッピングを施し、これらの濃度を低減させたものを発酵槽に通水し処理
を行っていた。ガスストリッピング後のこれらの濃度は、メチルメルカプタン：90 mg/l、硫化メチ
ル 1,100 mg/l、二硫化ジメチル：210 mg/l、テルペン：100 mg/l であった。これら２つの発酵槽
汚泥の起源は東京都内の酵母工場における嫌気消化汚泥であり、同一である。 
次に集積培養について述べる。集積培養は、含硫有機化合物を基質として含む培地に２％
の汚泥を添加した方法と、これらを試験管を用いて 10 倍ずつ 4 回、10,000倍にまで希釈した
直接希釈法の２方法を平行して行った。分離に使用したWiddel and Bakの培地組成 17)を参考
にして、表３－１に示す組成を使用した。また、培地に使用した Trace element solution の組成
を表３－２から表３－５に示す。 
直接希釈法における基質濃度は当初メタノールを 20 mM、メチルメルカプタン 2 mMで行い、
メタン生成細菌の分離を目的とする系では 250 µm の２－ブロモエタンスルホン酸を、硫酸還
元菌の分離を目的とする系には、15 µm のリファンピシンを含む系も併せて検討した。従来の
集積培養法の系では、基質濃度を含硫有機化合物のみ 5 mMで行った。 
生育の確認は、含硫有機化合物を添加していないコントロールと生育を比較することにより
行い、随時ガスクロマトグラフにより含硫有機化合物の消費量を測定した。含硫有機化合物を
代謝して成育する微生物が成育したあとに、数回の植え継ぎを行い、培養液中に汚泥が含ま
れなくなった後、分離作業を開始した。 
 
３－３ 分離及び純化作業 
集積培養が終了したものは、順次分離を行った。分離はゲルを使用したが、高温菌のため
寒天ではなくゲルライトを使用した。まず、集積培養に使用した培地の 1.43 倍濃度の濃縮培
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地をあらかじめ調整・滅菌しておいた。分離に使用する試験管に 70 mg ずつゲルライトを計り
取り、3 ml の精製水を加えたのちアルミキャップをかぶせてオートクレーブ滅菌した。オートク
レーブ終了後、90 ℃位でオートクレーブ装置より取り出し、80 ℃に調整した水浴に浸してお
く。また、先に調整した濃縮培地は 60 ℃の水浴に浸しておいた。 
ゲルライトを使用した希釈法の手順は以下の通りである。まず、ゲルライト試験管を 80 ℃の
水浴から 60 ℃の水浴に７本移す。濃縮培地を 7 mlずつそれぞれの試験管に加える。集積培
養液中の菌体数を勘案し、適当量（菌体数：約 106）の培養液を 1本目に加え、滅菌したピペッ
トで良く攪拌し手早く２本目に 1 ml 加える。順次攪拌、希釈を行った後、還元剤として嫌気状
態に保たれた上で滅菌されている、0.2 Mハイドロサルファイトナトリウム溶液を試験管1本あた
り 5 µl ずつ加え、上部ガスを窒素と炭酸ガスの混合ガスで置換の上、滅菌されたゴム栓で密
閉、アルミシールした。その後、滅菌した含硫有機化合物の基質を滅菌された注射器を使っ
て規定量注入し、培養槽で倒置培養した。数日から 2 週間くらいで、やや黄色がかった白色
のレンズ型コロニーが出現する。この中から、条件の良いもの、例えば試験官の口からコロニ
ーを取得する際に支障がないものを数個拾い、再び液体培地で培養した。拾う際の手順は、
まず滅菌した試験管に培地を 10 ml ずつ取り、実体顕微鏡下でパスツールピペットの先端を
細くしたものを使用してコロニーを拾い液体培地に移す。移植後はゲルライトによる分離時と
同様に、0.2 Mハイドロサルファイトナトリウム溶液試験管 1本あたり 5 µlずつ加え、上部ガスを
窒素と炭酸ガスの混合ガスで置換の上、滅菌されたゴム栓で密閉、アルミシールした。その後、
滅菌した含硫有機化合物の基質を滅菌された注射器を使って規定量注入し、培養槽で培養
した。単離時と同様に数日から 2 週間くらいで生育が確認できるが、生育が見られたものはま
ず顕微鏡下で純度を検査した。その後、純粋である可能性が高いものについては、さらに継
続培養し、同時に純度を検査した。純度の検査の方法は、集積用培地をもとに酵母エキス
0.5 ％、ピルビン酸 5 mM、フマル酸 5 mM、及びグルコース 5 mM を加えた栄養価の高い培
地に植え継ぎ、生育後の顕微鏡検査により、他の菌が存在しないこと、及び、分離した菌の形
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態が著しく変化しないものを純粋な株として取り扱った。この手法を用いて得られた純粋な菌
株を用いて以下の実験を行った。 
 
３－４ 分離された菌株の生理特性 
前節までの分離作業により３種の含硫有機化合物資化性の嫌気性微生物を分離した。い
ずれも胞子形成能のある硫酸還元菌で、それぞれ MTS5 株はメチルメルカプタンと硫酸塩、
TDS2 株は硫化メチルと硫酸塩、及び SDN4 株はメチルメルカプタンと硫化メチルの両方を利
用でき、また電子受容体としても硫酸塩の他に硝酸塩の利用が可能であった。同時にメタン生
成細菌の分離も試みたが、数ヶ月の集積培養でも分離に至るまでに至らなかった。 
分離された３株はいすれも桿菌で、いずれも運動性を有した。大きさはいずれも幅 0.6～
0.7 µm、長さ 2.0～4.5 µmで、胞子形成の際には菌体中央部に内性胞子を形成する。電子受
容体としては、いずれの菌株も硫酸塩、亜硫酸塩、及びチオ硫酸塩が利用できるが、先ほども
述べたように、SDN4株のみ硝酸塩も併せて利用できる。生育至適 pHは 6.8～7.0の中性域で、
おおよそ pH6.4～7.4 の範囲で生育が可能であった。生育至適温度と生育可能温度の間には
差がほとんどなく、おおよそ 55～60℃であった。塩化ナトリウムの要求性は特になく、耐塩性は
およそ 7g/lまでである。生育に必須の物質は 3株共通でビオチンであった。次に DNAの GC
含量測定を行った。DNAの抽出、及び GC 含量の測定は、DSMZ（Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen: Braunshweig, Germany）に委託実施した。測定は、まず細
胞をフレンチプレスで破砕したあと、DNAをヒドロキシアパタイトを用いて精製した 18)。DNAは
P1 ヌクレアーゼで加水分解したあと、ウシアルカリフォスファターゼで脱リン酸化した 19)。これら
で得られたデオキシリボヌクレオシドを高速液体クロマトグラフィーで分析することにより GC 含
量を得た 20)。測定の結果、MTS5 株と TDS2 株は近似した値を示し、それぞれ 56.6、及び、
57.0 （mol％）であった。SDN4 株はこれらよりも低い値を示し、その値は 48.3 （mol％）であっ
た。３株の生理特性のまとめを表３－６に、顕微鏡写真を図３－２に示す。 
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３－５ 分離された菌株の電子供与体スペクトル 
分離された３株の電子供与体スペクトルを得るために幅広い範囲の有機化合物について、
硫酸塩を電子受容体とした際の資化性について検討した。結果を表３－７に示す。３株は、脂
肪酸を中心とする有機酸を主に代謝する微生物群で、酢酸の炭酸ガスへの無機質化によっ
ても生育できる。特徴的なのは、メトキシ基を持つ芳香族化合物を没食子酸にまで分解するこ
とにより生育することで、含硫有機化合物の自然界での起源の一つをされるこれらの物質を資
化できることは興味深い。３株間の資化物質の比較では、おおむねMTS5株、及び、TDS2株
は良く似た資化性を示し、SDN4 株とは異なっている。これら３株は胞子形成能と硫酸還元能
を有することから、Desulfotomaculum 属であると考えられるが、この点を考慮した場合に興味
深いのは、Desulfotomaculum 属としては初めてグルコース、及びフルクトースでの生育が確
認されたことである。MTS5 株はメチルメルカプタン資化性菌であるが化学的構造が良く似通
ったメタノールでは生育できないことも注目に値する。 
酢酸での生育も確認できたことから、３株は有機物の完全分解（無機化）が可能であると考
えられた。また、フマル酸、ピルビン酸などの一部の基質については、硫化物の生成が認めら
れず、硫酸塩を使用しない発酵的代謝により生育が可能であるものと思われた。 
有機化合物の資化性に相当する電子供与体スペクトルは、新規な菌株かどうかを決定づけ
る極めて重要な情報である。上述したとおり、分離された菌株は Desulfotomaculum 属に属す
るものと考えられたが、現在報告されている Desulfotomaculum 属の菌株のうちには、これらの
３株と一致する基質スペクトルを有するものは存在しない。従って、この有機物の資化性と、生
理特性の結果を考え合わせた結果、これら３株はいずれも新菌であると考えられた。 
 
３－６ 硝酸塩を電子受容体として硫化メチルを酸化する場合の化学量論 
SDN4 株を用い、硝酸塩を電子受容体とし、硫化メチルを酸化した際の化学量論の検討を、
生育の経時変化を追うことにより行った。嫌気的な硫化メチルの酸化と、硝酸塩のアンモニア
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への還元を確認することができた。その経時変化を図３－３に示す。ごく少量の硫酸塩が、培
養初期に確認されたが、これは実験開始に当たって移植したものに含まれていたものである。
対数増殖期には、少量のメチルメルカプタンと硫酸塩の断続的な生成が確認された。実験の
結果得られた、硫酸消費量、硝酸還元量、及び、硫化物生成量を表３－４にまとめた。硫化メ
チルから生成された硫化物生成量に対する硝酸還元量のモル比は 1.38 となり、次の反応式
に良く一致した。 
 
 2(CH3)2S + 3NO3- + 3H2O → 4HCO3- + 2HS- + 3NH4+  
 
 したがって、1モルあたりの硫化メチル（DMS）の式に書き換えると、 
 
 (CH3)2S + 3/2NO3- + 3/2H2O → 2HCO3- + HS- + 3/2NH4+ 
∆G0’ = 763.7 KJ/mol DMS 
 （∆G0’は、pH=7のときの、自由エネルギー生成量として求めた。） 
 
３－７ MTS5株、及びTDS2株におけるメチルメルカプタン、及び硫化メチルを硫酸塩を用い
て酸化する場合の化学量論 
MTS5 株におけるメチルメルカプタン、並びに、TDS2 株における硫化メチルを硫酸塩を用
いて酸化する場合の化学量論について検討した。培養終了時における結果を表３－８に示す。
基質の同化量、異化量については、基質消費量、硫酸還元量、及び硫化物生成量より計算し
た。 
科学量論の検討に必要な乾燥菌体生成量を実験的に求めたところ、MTS5 株では、4.35 
mMのメチルメルカプタンから、11.4 mgの乾燥菌体を得た。これをメチルメルカプタン 1 mol 
辺りに換算すると、2.62 gの乾燥菌体が得られることになる。 
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Harder と van Dijken 21)によれば、菌体構成物の標準組成は C4H7O3で表すことができるとさ
れており、これを勘案するとメチルメルカプタンからの菌体生成は、以下の式に表される。 
 
 17CH3SH + 7HCO3- → 6C4H7O3 + 17HS- + 10H+ + 3H2O 
 
 この式により、理論的には 17 molのメチルメルカプタンから 619 gの乾燥菌体が得られること
になる。したがって、実験で得られた 2.62 gの乾燥菌体の生成には、メチルメルカプタン 0.072 
Mが使用されたことになる。よって、1モルから 0.072 Mを差し引いた 0.928 Mのメチルメルカ
プタンについては、理論的に硫酸還元を経由して ATP 合成に使用されたと考えられる。この
0.928 M の異化的還元に使用される硫酸塩より生成される硫化物生成量は、0.696M。また、1
モルのメチルメルカプタンからは、1 モルの硫化物が生成されるため、理論的な硫化物生成比
は、メチルメルカプタンの 1 モルの消費当たり 1.696 mol となる。これは実験的に得られた値
（硫化物生成量：7.08 mM／メチルメルカプタン消費量：4.35 mM）＝1.628 と良く一致すると考
えられた。 
同様に TDS2株では、硫化メチル１モル当たり 6.01gの乾燥菌体が生成されたことが実験的
に求められ、これもまた次式により、 
 
 17(CH3)S + 14HCO3- → 12C4H7O3 + 17HS- + 3H+ + 6H2O 
 
理論的には 17 molの硫化メチルから 1,237 gの乾燥菌体が得られることになり、これにより、
6.01 gの乾燥菌体生成には 0.083 Mの硫化メチルが必要だとわかる。さらに、１モルから 0.083 
Mを差し引いた 0.917 Mの硫化メチルは硫酸還元を経由して ATP合成に使われたことになる。
これから求めた理論的な硫化物生成量は、硫化メチル 1 molの消費当たり 2.376 mol となり、
実験的に得られた値（硫化物生成量：9.40 mM／硫化メチル消費量：4.06 mM）＝2.315 と良く
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一致すると考えられた。 
また、異化された基質量に対する硫酸消費量は、メチルメルカプタン時に 0.74、硫化メチル
時に 1.48 と、次式より得られる理論値 0.75、1.5にそれぞれ近似していると考えられた。 
 
 CH3SH + 0.75SO42- → HCO3- + 1.75HS- + 1.25H+  
       ∆G0’ = -47.3KJ/mol MSH 
 
 (CH3)2S + 1.5SO42- → 2HCO3- + 2.5HS- + 1.5H+ 
       ∆G0’ = -92.2KJ/mol DMS 
 
３－８ 新規３株による含硫有機化合物の分解 
新規に分離されたMTS5株、TDS2株、及び SDN4株の３株は、メチルメルカプタン、硫化メ
チルを分解できる硫酸還元菌の初めての報告例である。この３株が属すると思われる
Desulfotomaculum 属によるメチルメルカプタン、硫化メチルの利用についても報告はなかっ
た。それまで、Desulfotomaculum 属に属する２株、D, orientis DSM765、及び、D. 
thermobenzoicum DSM 6193 については、メチルメルカプタン、硫化メチルの資化性について
検討されているが、いずれも生育に利用しないと報告されている。したがって、メチルメルカプ
タン、及び、硫化メチルの資化性は、Desulfotomaculum 属に属する菌株が属するものではな
く、新規の菌株に特異的な性質であると結論できる。 
 
３－９ 菌株の生理的性質と分類 
硫酸還元菌のうち、胞子形成能のあるものはすべてDesulfotomaculum 属に属するとされて
いるため 22)、今回分離した３株も Desulfotomaculum 属に属するものと思われる。しかしながら、
これら３株が菌体中央部に胞子を形成するのはまれであり、その胞子形成の条件については
未確認である。 
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その他、この３株は Desulfotomaculum 属としては新しい性質をいくつか示す。例えば、
MTS5 株、及び、TDS2 株が示すグルコース資化性であったり、この２株が示す
Desulfotomaculum 属としては 10 ％程度高い GC 含量を示す点などである。このことから、こ
の２株については Desulfotomaculum 属ではない新属に属することも考慮されるべきではない
かと考える。 
今回分離した３株は、特に MTS5 株にみられるように大変狭い生育至適温度範囲を示す。
この理由についてははっきりしたことは不明であるが、これら菌株が長期間～53 ℃、あるいは、
55℃の人工的な環境下の発酵槽で長時間運転されていたために、自然淘汰されてしまった
のはないかと推察している。 
今回分離した 3株は、含硫有機化合物の前駆体と考えられる3,4,5トリメトキシ安息香酸での
生育を示したが、その際の生育時に含硫有機化合物が生成するなどの現象は見いだせなか
った。そのため、メトキシ基は直接、硫酸塩の存在下で炭酸ガスにまで分解されると思われる。 
D. thermobenzoicum DSM 6193は、硝酸還元を行うと報告されている 23)が、その詳細な内
容についての報告はない。今回、SDN4株は硝酸塩を電子受容体として利用し、アンモニアを
生成することを明確に示した。SDN4 株が、硫化メチルと硝酸塩で生育する際に、少量の硫酸
塩とメチルメルカプタンの生成を示したが、その明確な理由付けはできていない。しかしながら、
methylotrophicなメタン生成細菌が、硫化メチルで生育するときに見られるような、メチルメルカ
プタンを経由した硫化メチルの代謝が存在している可能性が高いものと推察している。 
今回、硫化メチル分解菌として TDS2株と SDN4株を得たが、これらの硫化メチル代謝経路
は同一ではないと思われる。その理由は、TDS2株においては、メチルメルカプタンを資化でき
ないことだが、以上を勘案すると、TDS2 株の硫化メチル代謝においては、メチルメルカプタン
を経由しない代謝系が存在している可能性が高い。 
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３－１０ 含硫有機化合物を分解するメタン生成細菌について 
今回取り上げたのは、メタン発酵槽から分離された高温環境下で、含硫有機化合物で生育
できる硫酸還元菌であったが、自然環境からメタン生成細菌の分離も行った。分離株は、フラ
ンスボルドー地方の塩泥汚泥より分離されたMTP4株である。表３－９にMTP4株の性質を示
す。 
分離された菌株は、球菌で生育至適温度が 30 ℃であり、塩分要求性を持つ。資化できる
炭素源は、メチルメルカプタン、硫化メチル、酢酸、メタノールなどであった。 
このMTP4株と、今回分離した硫酸還元菌が生育の上で獲得できる自由エネルギーの比較を
行った。その結果を表３－１０に示す。 
これからわかるように、同一の電子供与体であっても、電子授与体の違いにより、獲得できる
エネルギーには大きな違いがあることがわかる。メタン生成細菌が得るエネルギー量は、硫酸
還元菌に比べて 2割くらい少なく、硝酸還元に比べれば 10分の 1程度となる。こうしたことは、
環境下での基質争奪に直接影響すると思われ、このことが今回メタン発酵槽からは、含硫有
機化合物を資化できるメタン生成細菌を分離できなかった一因かもしれない。 
 
３－１１ 生態学的視点 
含硫有機化合物のうち、特に硫化メチルについては自然界における硫黄サイクルを構成し、
重要な役割を担っていると考えられている。この硫化メチルは、主として生物環境から排出さ
れる主要な含硫有機化合物である。自然界における含硫有機化合物の排出は、淡水系の生
物環境から排出される量は、海洋系のそれに比べて非常に小さいと考えられる。これに比べて、
農耕地からの排出は通常の陸地に比べてはるかに大きいことも知られている。農耕による排出
はまず作物であるが、植物体の分解時にも生成が見られる。しかしながら、淡水の微生物生態
系における硫化メチルの微生物分解については、これまで硫化メチルを分解する微生物が単
離されていなかったため、良くわかっていないのが実情である。これはまたメチルメルカプタン
や硫化メチルと嫌気的な微生物活性を結びつけた研究がなされなかったことも一因である。数
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種のメタン生成細菌については、海洋性の嫌気汚泥等から単離されていたが、硫酸還元菌に
ついての報告はなかった。 
例えば含硫有機化合物を分解する微生物の最も基本的な利用法は泥炭生物濾過であルと
思われる。これを利用すれば、空気中など、気相に含まれる含硫有機化合物を取り除くことが
可能である。さらに含硫有機化合物の人工的な排出源の主なものは、なんといってもパルプ
工業であろう。しかしながら、パルプ廃水の嫌気的な処理は一般的ではなく、多くは、燃焼、あ
るいは好気的な処理によっている。ここで興味深いのは、常温～中温で生育するこれらの分
解菌が存在するか、ということである。 
今回、高温環境から硫酸還元菌以外のメタン生成細菌の分離も同時に試みたが、それは
失敗に終わった。高温の淡水環境におけるメチルメルカプタンと硫化メチルの分解について
は、主に硫酸還元菌が担っているとも考えられる。 
今回単離した３株は、自然環境で生育できない微生物であっても、これらが含硫有機化合
物で生育できる最初の硫酸還元菌であることから、多くの示唆を得られたと考えている。 
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図３－１ メタン発酵に及ぼす二硫化ジメチルの影響 
(a) Effects of several conditions on methane and methylmercaptan production in medium 
containing dimethyl disulfide. (〇：Control, △▲：Addition of Yeast extract and Peptone 
(0.5g/l each), □■：H2 :CO2 = 4:1 headspace gas) 
(b) Effects of glucose on methane and methylmercaptan production in medium containing 
dimethyl disulfide. (〇：Control, ◇◆：Glucose 5.6 mM added) 
（いずれも白抜きはガス発生量、黒塗りはメチルメルカプタン量を示す） 
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表３－１ 基本培地組成 
 （g/liter） 
NaCl 1.0 
MgCl2･6H2O 0.4 
CaCl2･2H2O 0.15 
KH2PO4 0.2 
KCl 0.5 
NH4Cl 0.25 
NaHCO3 2.5 
Na2S･9H2O 0.24 
Trace element solution 
（３種のうちいずれか１液添加） 
2ml (Acidic non-chelated：表３－２) 
1ml (chelated：表３－３) 
1ml (Alkaline：表３－４) 
Vitamin7 solution （表３－５） 1ml 
Cyanocobalamin solution (50mg/liter) 1ml 
Thiamine solution (0.3mM/liter of 200 mM 
sodium phosphate buffer: pH3.4) 
1ml 
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表３－２ Acidic non-chelated trace element solution 
 ( g/liter ) 
FeCl2･4H2O 1,000 mg 
ZnCl2 70 mg 
MnCl2 80 mg 
H3BO3 6 mg 
CoCl2･6H2O 130 mg 
CuCl2･2H2O 2 mg 
NiCl2･2H2O 24 mg 
Na2MoO4･2H2O 36 mg 
50mM HCl solution 1,000 ml 
 
表３－３ Chelated trace element solution（化学量論検討時にのみ使用） 
 ( g/liter ) 
FeSO4･7H2O 1,100 mg 
ZnCl2 42 mg 
MnCl2･4H2O 50 mg 
H3BO3 300 mg 
CoCl2･6H2O 190 mg 
CuCl2･2H2O 2 mg 
NiCl2･6H2O 24 mg 
Na2MoO4･2H2O 18 mg 
EDTA 3,000 mg 
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表３－４ Alkaline trace element solution 
 ( g/liter ) 
Na2SeO3･5H2O 6 mg 
Na2WO4･2H2O 33 mg 
10mM NaOH 1,000 ml 
 
 
表３－５ Vitamin7 solution 
 ( g/liter ) 
4-aminobenzoate 40 mg 
Folic acid 30 mg 
Lipoic acid 10 mg 
Nicotine acid 100 mg 
Calcium D-(+)-pantothenic acid 50 mg 
Pyridoxamine dihydrochloride 100 mg 
D-(+)-biotin 10 mg 
50 mM Sodium Phosphate buffer, pH 7.0 1,000 ml 
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表３－６ 分離した３株の生理学的特徴 
 Strain 
MTS5 TDS2 SDN4 
G+C content (mol%) 56.6 57.0 48.3 
Length (µm) 1.8～4.5 2.5～5.5 2.8～5.0 
Width (µm) 0.5～0.8 0.5～0.7 0.6～0.8 
Electron acceptors Sulfate 
Sulfite 
Thiosulfate 
Sulfate 
Sulfite 
Thiosulfate 
Sulfate 
Sulfite 
Thiosulfate 
Nitrate 
Optimum temperature (℃) 55～60 55～63 55～60 
Growth temperature (℃) 55～60 50～65 55～63 
Optimum pH 6.9 6.8 7.0 
Growth pH 6.3～7.4 6.3～7.6 6.4～7.5 
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                                           10 µm 
図３－２ 3,4,5-methoxybenzoate で培養したMTS5株 
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表３－７ 分離した３株の電子供与体スペクトル 
Electron donor (mM) MTS5 TDS2 SDN4 
Methyl mercaptan (5) ＋ － ＋ 
Dimethyl sulfide (5) － ＋ ＋ 
Hydrogen (autotrophically) (gas phase) ＋ ＋ ＋ 
CO + acetate (1) ＋ ＋ ＋ 
Formate (10) + Acetate (1) ＋ ＋ ＋ 
Acetate (10) ＋ ＋ ＋ 
Propionate (10) ＋ ＋ ＋ 
Butyrate (10) ＋ ＋ ＋ 
Isobutyrate (5) ＋ ＋ ＋ 
3-Methylbutyrate － ＋ － 
Valerate (5) ＋ ＋ ＋ 
Caproate (3) ＋ ＋ ＋ 
Caprylate (1) ＋ ＋ － 
Alanine (5) ＋ ＋ － 
Lactate (10) ＋ ＋ ＋ 
Pyruvate (10) ＋ ＋ ＋ 
Fumarate (10) ＋ ＋ ＋ 
Malate (10) ＋ ＋ ＋ 
Succinate (5) ＋ ＋ ＋ 
Methanol (5) － ＋ ＋ 
Ethanol (5) ＋ ＋ ＋ 
Propanol (5) ＋ ＋ ＋ 
Glucose (5) ＋ ＋ － 
Fructose (5) ＋ ＋ － 
Syringate (2) ＋ ＋ ＋ 
3,4,5-Trimethoxybenzoate (2) ＋ ＋ ＋ 
Sinapic acid (2) ＋ － － 
※３株いずれも資化しないもの：methane, trimethylamine (5), methylamine (5), benzoate (5), 
phenol (0.5), gallate (2), feruric acid (0.5), anisol (2), phloroglucinol (2), 4-hydroxybenzoate (2), 
and thioglycolate (5) 
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 図３－３ SDN4株を dimethyl sulfide と硝酸塩で培養した際の 
生育と関連物質の経時変化 
〇：DMS、△：Nitrate、□：Ammonium、◇：Sulfide、▲：Sulfate 
■：Methylmercaptan、●：O.D. 
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表３－８ Methylmercaptan と Dimethyl sulfide の酸化における化学量論の検討 
Strain MTS5 TDS2 SDN4 
Electron donor Methylmercaptan Dimethyl sulfide Dimethyl sulfide 
Electron acceptor Sulfate Sulfate Nitrate 
Substrate consumed (mmol/L) 4.35 4.06 5.32 
Cell dry wt formed 
(mg/L) 
11.4 24.4 ND 
Electron acceptor reduced 
(mmol/L) 
2.97 5.51 4.59 
Sulfide produced 
(mmol/L) 
7.08 9.40 3.32 
Substrate assimilated 
(mmol/L) 
0.31 0.34 ND 
Substrate dissimilated 
(mmol/L) 
4.04 3.72 ND 
mol of sulfate consumed / mol 
of substrate dissmilated 
0.74 1.48 ND 
N.D.: not dertermined 
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表３－９ 分離されたMTP4株の性質 
Morphology Irregular cocus; 0.3-0.7 mm in diameter  
nonmotile 
Growth temperature 12 - 35 ℃      Topt = 30 ℃ 
Growth pH 6.1 – 8.0     pHopt = 6.9 – 7.5 
Salt requirement NaCl : 35 ~400 mM 
MgCl2 : 7.5 ~ 20 mM 
Growth requirement p-aminobenzoate and vitamins (not identified) 
Carbon source for growth methylmercaptan, dimethylsulfide, acetate, methanol, formate, 
and mono-, di-, tri-methylamine 
 
 
 
 
表３－１０ 新規に分離された菌株の電子受容体、 
電子供与体の組み合わせによる獲得エネルギーの比較 
Metylmercaptan Energy yield per molar substrate (kJ) 
MTP4 with methanogenesis -36.9 
MTS5 with sulfate -47.3 
Dimethylsulfide Energy yield per molar substrate (kJ) 
MTP4 with methanogenesis -73.8 
TDS2 with sulfate -92.2 
SDN4 with nitrate -763.7 
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第 4章 総括 
 
 嫌気性微生物の産業利用の主体であるメタン発酵における硫黄化合物の影響について、硫
酸還元菌の生育阻害物質の探査、含硫有機化合物の嫌気性微生物による分解を主体に研
究を進めた。 
 硫酸還元菌によるメタン発酵への悪影響は、運転 pH の調整などに加え、薬剤による回避の
方法を示唆できた。有効な薬剤は抗生物質主体であったので、コスト的な増大が危惧されると
ころであるが、研究で示したとおり、短時間の添加でも長期間の効果が期待できることから、硫
酸還元菌によりメタン発酵が重大な影響を受けた際には、充分リーズナブルなコストで危機の
回避ができると考えている。今回の検討は、高温発酵下での検討であったので、中温発酵時
にはこの結果が反映できるかどうかの確認が必要になると考えている。 
 また、今回の検討はメタノールというメタン生成細菌が直接利用可能な基質による検討であ
ったので、通常の高分子成分の分解・発酵の際にも、酸生成均等への影響には十分配慮す
る必要があるものと考えている。 
 いずれにしても、硫酸還元菌、メタン生成細菌の構造等に起因する生育抑制画家の腕ある
ことを示した意義は大きいと考えている。 
 含硫有機化合物の嫌気性微生物による分解では、新規な微生物を 3 種分離することができ
た。含硫有機化合物の分解に関わる微生物がこれらだけとは考えていないが、これまで分解
の過程が示されていなかった含硫有機化合物の動態を理解する一助になるものと考えている。
これら微生物は、集積過程で長期間の時間を要すること、また、他の基質が存在するときには
そちらを優先的に使用すると考えられることから、実際に含硫有機化合物と通常基質が存在
するときに、含硫有機化合物の分解が進むかどうかは確定できない。これら物質は、悪臭物質
と認識されているので、産業的な利用の場も想定されるが、この微生物を優占種として維持す
るためには、他の基質濃度のコントロールなど、細かな対応が必要だと考える。 
 最後に、この研究の位置づけについて総括したい。図４－１にこの研究の位置づけを概略図
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としてまとめた。嫌気的な硫黄化合物の代謝は、環境中のエコシステム、産業的にはメタン発
酵に代表されるエネルギー変換プロセスに普遍的に見られるものである。硫酸還元反応とメタ
ン発酵の競合は、産業的な場のみならず、環境中の挙動についても極めて重要で高い関心
が寄せられているところである。また、産業利用の場では時として阻害的に作用する含硫有機
化合物にしても、環境中では硫黄循環の大きな役割の一躍を担っており、その理解と解明は
今後予想される気象変動に関連する作用として重要度は増すものと思われる。本研究は嫌気
的環境における微視的な反応をクローズアップさせてはいるが、その反応はマクロな物質循環、
グローバルな気象モデルに影響を及ぼすものだと考えている。 
嫌気的環境では、炭素の循環・変動に比べて、酸化数を大きく変化させる硫黄の影響は必
然的に大きいものと考えている。これは、好気的環境に比べて非常に大きな現象であり、嫌気
的環境を理解し、産業利用する上で、これら硫黄化合物の動態、影響は、良く理解されるべき
ものと考える。本研究は、こうした理解の一助となるべく始めたものであり、今後、この研究成果
がそうした理解の助けになることを願ってやまない。 
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Environmental / Ecosystem Industrial applications
Fresh and Marine mud Methane Fermentation
Degradation of methylated sulfur compounds
Effect of methylated sulfur compounds
Sulfate reducer competition
Inhibition of sulfate reduction
 
図４－１ Overview of this research 
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